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RESUMEN 
Se determinó el efecto de la mastitis subclínica (MSC) sobre la fertilidad en vacas 
Holstein mestizas, en el Azuay y Cañar. Se realizaron tres ensayos; el primero 
evaluó el efecto de MSC sobre el porcentaje de preñez, se muestrearon 60 vacas 
con MSC y 60 sanas, el diagnóstico de MSC fue realizado mediante recuento de 
células somáticas, para determinar el porcentaje de preñez se usó la información 
de la primera inseminación pos diagnóstico de MSC. El segundo experimento 
valoró tamaño del folículo preovulatorio (TFPO) y el % de ovulación mediante 
ecografía, 54-56h posretiro del implante; el % de ovulación 48 h posteriores al 
día cero. Se valoraron dos tratamientos: T1 (n= 40) vacas con MSC y T2 (n= 40) 
vacas sanas; para homogenizar el día de ovulación se realizó una IATF 
convencional. El tercer ensayo determinó la relación entre estrógenos en sangre 
y líquido folicular, se utilizaron dos tratamientos: T1 (n= 10) vacas con MSC y T2 
(n= 10) vacas sanas; la valoración hormonal se realizó mediante 
Electroquimioluminisencia. El análisis estadístico fue realizado en SPSS 
versión® 25. Se estableció que las vacas con MSC presentaron menor 
porcentaje de preñez (48,3%), vs las sanas (68,3%) (P<0.05). El TFPO y el % 
ovulación fueron similares entre tratamientos (P>0,05). En cuanto a los niveles 
de estrógenos en suero sanguíneo, las vacas con MSC presentaron valores más 
altos (73,9 pg/ml) vs 37,4 pg/ml (vacas sanas) (P<0.05), no así en líquido folicular 
(P>0,05). Se concluye que la MSC impacta negativamente sobre la preñez. 
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ABSTRACT 
The effect of subclinical mastitis (MSC) on fertility in Holstein mestizo cows, in 
Azuay and Cañar was determined. Three trials were performed; the first one 
evaluated the effect of MSC on the percentage of pregnancy, 60 cows were 
sampled with MSC and 60 healthy, the diagnosis of MSC was made by somatic 
cell count, to determine the percentage of pregnancy the information of the first 
post-diagnosis insemination was used of MSC. The second experiment 
evaluated the size of the preovulatory follicle (TFPO) and the% of ovulation by 
ultrasound, 54-56h post-implant removal; % ovulation 48 h after day zero. Two 
treatments were evaluated: T1 (n = 40) cows with MSC and T2 (n = 40) healthy 
cows; To homogenize the day of ovulation, a conventional IATF was performed. 
The third trial determined the relationship between estrogen in blood and follicular 
fluid, two treatments were used: T1 (n = 10) cows with MSC and T2 (n = 10) 
healthy cows; The hormonal evaluation was performed by 
electrochemiluminescence. The statistical analysis was performed in SPSS 
version 25. It was established that cows with MSC had a lower percentage of 
pregnancy (48.3%), versus healthy ones (68.3%) (P <0.05). The FPO and% 
ovulation were similar between treatments (P> 0.05). Regarding estrogen levels 
in blood serum, cows with MSC had higher values (73.9 pg / ml) vs 37.4 pg / ml 
(healthy cows) (P <0.05), but not in follicular fluid (P> 0.05). It is concluded that 
MSC negatively impacts on pregnancy. 
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGÍA  
MSC: Mastitis Subclínica 
MC: Mastitis Clínica 
TFPO: Tamaño de Folículo Preovulatorio 
FPO: Folículo Preovulatorio 
FSH: Hormona Folículo Estimulante 
LH: Hormona Luteinizante 
PGF2α: Prostaglandina F2α 
GnRH: Hormona liberadora de Gonadotropina 
P4: Progesterona 
IATF: Inseminación Artificial a Tiempo Fijo  
SNC: Staphylococcus Coagulasa Negativos 
mS: miliSiemens 
CMT: California Mastitis Test 
RCS: Recuento de Células Somáticas 
cs: células somáticas   
PAMP: Patrones Moleculares Asociados a Patógenos 
TLR: Receptores de tipo toll 
CD14: Clúster de Diferenciación  
TNFα: Factor de Necrosis Tumoral alfa  
ROS: Especies Reactivas del Oxígeno 
ON: Óxido Nítrico  
kDa: kiloDalton  
IGF: Factor de Crecimiento Insulínico  
EQL: Electroquimioluminiscencia   
SSPL: Sostenibilidad de los Sistemas de Producción Láctea  
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1. INTRODUCCIÓN 
La mastitis bovina, es un proceso inflamatorio de la glándula mamaria (1), 
considerada como la enfermedad más costosa que enfrenta la industria láctea 
(2), ya que cada caso  le cuesta al  productor entre de 100 a 200 dólares, ya sea 
por descarte de leche, tratamientos con antibióticos, caída de la producción y el 
tiempo empleado en el manejo de la vaca en tratamiento (3).Sin embargo,  la 
gran mayoría de los productores no han visualizado la importancia de la mastitis 
subclínica, a pesar de que la frecuencia de presentación es mucho más alta que 
la mastitis clínica (4). Esto principalmente, porque esta no manifiesta signos 
clínicos visibles y se tornan crónicas (5). 
En los últimos años se ha investigado el impacto negativo de la mastitis 
subclínica sobre el rendimiento reproductivo, llegando a determinar que genera 
un incremento en el reemplazo debido a la relación directa que tiene con la tasa 
de concepción (6). En este contexto, estudios recientes han asociado las 
infecciones intramamarias subclínicas adquiridas antes y después de la 
inseminación artificial con baja fertilidad (7). Por esta razón, Córdova et al., (8), 
determinaron que la mastitis subclínica, que se produce después del servicio 
reduce el porcentaje de concepción hasta un 50%.  
Esto basado en el concepto de que un proceso  inflamatorio en la glándula 
mamaria, libera citoquinas, interleucinas, leucotrienos, tromboxanos y 
prostaglandinas incluyendo la PGF2α que son mediadores de la inflamación (9), 
generando un aumento de la permeabilidad de los vasos sanguíneos de la ubre, 
lo cual provocaría que la  PGF2α sea absorbida por lo vasos sanguíneos y 
alcance los ovarios (10). Además, las endotoxinas liberadas en el torrente 
circulatorio pueden llegar a modificar el equilibrio hormonal, que se expresaría 
en la disminución de los patrones de secreción del factor de liberación de la 
hormonal GnRH, la folículo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) provocando lisis 
prematura del cuerpo lúteo y reabsorción embrionaria temprana (6). 
Cuando la patología es adquirida antes de la concepción puede interrumpir los 
patrones hormonales del folículo dominante o preovulatorio, disminuyendo la 
producción del estradiol por parte de las células de la granulosa, lo cual retrasaría 
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Lamentablemente, la información disponible de la relación entre la mastitis 
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1.1. Objetivos 
1.1.1 Objetivo general 
Determinar el efecto de la mastitis subclínica sobre las características del folículo 
preovulatorio, el porcentaje de ovulación, las concentraciones de estrógenos y 
fertilidad en vacas lecheras bajo un sistema de pastoreo en los cantones: 
Cuenca, Girón, San Fernando de la provincia del Azuay y Déleg de la provincia 
del Cañar.  
1.1.2 Objetivos específicos 
 Evaluar el efecto de la mastitis subclínica sobre el porcentaje de preñez 
resultado de la primera inseminación pos diagnóstico de mastitis subclínica. 
 Valorar el tamaño del folículo preovulatorio y el porcentaje de ovulación, luego 
de un protocolo de sincronización (IATF) pos diagnóstico de mastitis 
subclínica. 
 Determinar la relación entre los niveles de estrógenos presentes en sangre y 
en del líquido folicular, en vacas sanas y con mastitis subclínica. 
 
1.2. Hipótesis. 
¿La mastitis subclínica afecta al porcentaje de preñez, tamaño del folículo 
preovulatorio, porcentaje de ovulación y niveles de estrógenos presentes en 
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2. MARCO TEÓRICO 
2.1. Mastitis subclínica 
La mastitis subclínica se caracteriza por la presencia de un microorganismo, en 
combinación con un conteo elevado de células somáticas en leche y  esta puede 
desarrollar fácilmente una inflamación y no tener tratamiento (1).La mastitis 
subclínica (MSC) es difícil de detectar, dado que la enfermedad transcurre sin 
provocar signos de inflamación visibles como ocurre en la mastitis clínica (MC), 
en donde se observa la alteración en la composición de la leche tanto físicos 
como organolépticos (12) ; además, se da una disminución en la producción 
láctea, un incremento en la temperatura corporal y enrojecimiento  o calor en los 
cuartos afectados (13). 
2.1.1. Agentes Etiológicos 
Se han identificado aproximadamente 140 especies de agentes causantes de 
mastitis, que se dividen en patógenos contagiosos y ambientales (1). 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativos (SNC), 
Streptococcus y Arcanobacterium pyogenes son los principales agentes 
etiológicos de las infecciones tanto antes como después del parto (14). Otro 
método para clasificar es mediante tinción de Gram, es así que pueden 
clasificarse de manera confiable como Gram positivos o Gram negativos (15). 
2.1.2. Bacterias Gram positivas 
Las bacterias Gram positivas que crecen en leche incluye un grupo que son 
tecnológicamente útiles, pero también hay contaminantes saprofíticos y 
patógenos. Este grupo está compuesto por los géneros Micrococcus, 
Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Listeria, Corynebacterium, 
Microbacterium, Propionibacterium, Bacillus y Clostridium (16). Los 
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis 
generalmente son causantes de mastitis contagiosa dado que sus reservorios 
son la propia glándula mamaria  y la leche de vacas infectadas (17).  
Pinedo et al., (18), sugieren que el efecto de las bacterias Gram positivas sobre 
la reproducción, pueden asociarse con pérdidas embrionarias en vacas lecheras 
al estimular la liberación de mediadores inflamatorios y pirexia. También la 
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estral y alteró las concentraciones hormonales, incluida la disminución de las 
concentraciones de estradiol preovulatorio y LH, además la infusión 
intramamaria de peptidoglicanos indujo un efecto de arrastre sobre las 
concentraciones de andrógenos y estrógenos foliculares en las vacas mastiticas 
(19).  
2.1.3. Bacterias Gram negativas 
Las bacterias Gram negativas dañan la leche y causan problemas 
gastrointestinales y otras enfermedades cuando exceden cierta concentración. 
Este grupo está compuesto por los géneros Pseudomonas, Aeromonas, 
Flavobacterium, Alcaligenes y Acinetobacter, y la familia Enterobacteriaceae; 
entre ellas las bacterias coliformes las cuales incluyen los géneros Escherichia, 
Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella (16). Algunos de estos agentes son 
causantes de la mastitis ambiental, cuyo reservorio es el ambiente donde 
permanecen los animales y no las glándulas mamarias infectadas, siendo su 
principal vía de entrada, el canal del pezón (17).  
Una mastitis causada por coliformes, ya sea temprana o tardía en la lactancia, 
puede afectar negativamente la función reproductiva, debido a que la endotoxina 
Gram negativa y varios mediadores celulares, en la función endocrina causan el 
incrementó de los niveles séricos de PGF2α, y a través de su acción luteolítica, 
altera el ciclo estral o provoca el aborto en las vacas (18).  
2.2. Diagnóstico de mastitis subclínica  
La inflamación de la glándula mamaria involucra una serie de cambios en la 
composición de la leche, que sirven de base para muchas pruebas de 
diagnóstico que se han desarrollado, uno de estos cambios más precoces es el 
aumento en el número de células somáticas que normalmente es menor a 
200.000 cs/ml y que durante el proceso inflamatorio supera las 500.000 cs/ml 
(20). 
En la mastitis subclínica, por ser una enfermedad de difícil identificación a simple 
vista,  se han empleado pruebas de laboratorio y de campo para facilitar el 
diagnóstico entre las cuales están las pruebas químicas como: California Mastitis 
Test, conteo de células somáticas (13), método de conductividad eléctrica, entre 
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2.2.1. Prueba para Mastitis de California (CMT) 
El CMT es una prueba de campo económica, sencilla y rápida, que detecta con 
buena sensibilidad y especificidad el estado de salud de la ubre. Se basa en la 
gelificación que tiene lugar cuando el ADN es liberado de las células somáticas 
presentes en la leche por la acción de un detergente aniónico como el alkyl-aril-
sulfonato de sodio; por tanto, a mayor contenido celular en la leche, mayor 
gelificación (20) . Los resultados pueden ser interpretados en cinco clases, desde 
el resultado negativo en el que la leche y el reactivo siguen siendo acuosos, 
hasta el recuento de células más elevado en el que la mezcla de la leche y el 
reactivo casi se solidifican (1) (Cuadro 1).  
Tabla 1. Interpretación para la prueba CMT.  
Grado de CMT Rango de células somáticas Interpretación  
N (negativo) 0 – 200.000 Cuarto Sano 
T (trazas) 200.000 – 400.000 Mastitis Subclinica 
1 400.000 – 1.200.000 Mastitis Subclinica 
2 1.200.000 – 5.000.000 Infeccion Seria 
3 Más de 5.000.000 Infeccion Seria 
 
Fuente: Mellenberger et al., (2000) (22). 
2.2.2. Conductividad eléctrica  
Esta prueba mide la capacidad de conducción de corrientes eléctricas entre dos 
electrodos que son representadas en milisiemens (mS). Para detectar la mastitis 
se observan los cambios iónicos que ocurren durante la inflamación, ya que el 
flujo de sodio y cloro aumentan en procesos inflamatorios y aumenta el 
componente electrolítico de la leche (13). Consiste en un dispositivo que se 
sostiene con la mano, el cual tiene una copa empotrada donde se arrojan chorros 
de leche, se le encuentra como parte de algunos equipos de ordeño, o en forma 
de medidores portátiles (1) .Por otro lado, los factores que pueden afectar la 
conductividad eléctrica son: el estado de lactación, edad, estrés, ordeño, factores 
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convirtiéndolo en un método no muy confiable en comparación a otros métodos 
convencionales (21). 
2.2.3. Recuento de Células Somáticas (RCS) 
El contenido de células somáticas en la leche nos permite tener un criterio sobre 
el estado funcional y salud de la glándula mamaria en estado lactante y debido a 
su estrecha relación con la composición de la leche, es un criterio de calidad muy 
importante (23). El RCS es un método diagnóstico utilizado en laboratorios y en 
campo, que consiste en la medición de las células somáticas, de tipo sanguíneo 
o epiteliales presentes en la leche, las cuales sirven como indicador de los 
problemas dados por la inflamación de origen infeccioso o traumático (13), puede 
ser realizada en la leche de; a) cuartos individuales, b) vacas individuales, c) el 
hato completo y d) un grupo de hatos (24).  
Las células somáticas están presentes en las ubres sanas en una concentración 
que varía entre 100.000 y 200.000 cs/ml con una proporción de 1 a 11% de 
neutrófilos durante las primeras semanas,  llegando a un 90% en procesos 
inflamatorios, se compone también de células de defensa como granulocitos, 
polimorfonuncleares, macrófagos y linfocitos (9), cabe destacar que el RCS es 
ligeramente más alto durante los primeros días y últimos de la lactancia (25). 
La importancia biológica de las células somáticas estriba en la intervención de la 
defensa contra infecciones de la ubre (26). Por lo tanto, el uso del recuento de 
células somáticas para la detección de MSC podría evitar el sesgo subjetivo 
relacionado con la prueba de California Mastitis Test (CMT) y mejorar la 
estimación de la extensión del daño tisular y las pérdidas de rendimiento de la 
leche causadas por diferentes patógenos de mastitis (4). Es así que Echeverri et 
al., (27) han demostrado que existe una relación lineal inversa entre el RCS por 
encima de 200.000 cs/ml y la producción de leche con una disminución del 2,5% 
de la producción por cada 90.000 - 100.000 cs/ ml incrementadas.   
2.3. Respuesta inflamatoria de la Glándula Mamaria 
Los tejidos asociados con el conducto del pezón o el canal del pezón forman la 
primera barrera contra las bacterias causantes de mastitis e incluyen la piel 
exterior, el músculo del esfínter, el epitelio escamoso estratificado del 
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o sus toxinas superan la primera  línea de defensa del canal del pezón y alcanzan 
los tejidos altos, comienza a operar la segunda línea de defensa, que incluye 
factores humorales inespecíficos presentes en la leche o secreción de la ubre 
seca como: lactoferrinas, inmuno-lacto-peroxidasas, lizosimas fracciones del 
complemento y otros compuestos químicos (25). Además los mecanismos de 
defensas inmunológicos o específicos, ya sea de tipo humoral 
(inmunoglobulinas) o de base celular, incluyendo el sistema fagocítico 
(macrófagos y polimorfonucleares) y el sistema linfoide (linfocitos T y B) y estos 
constituyen las llamadas células somáticas (29).   
La inmunidad innata es el tipo de inmunidad más universal y de actuación más 
rápida, por esta razón existen dos aspectos muy importantes a tener en cuenta 
en la defensa contra las infecciones intramamarias: 1) el brazo aferente 
(detecta), reconoce una variedad diversa de patógenos, y 2) el brazo eferente 
(efector), que mata a estos patógenos, cada brazo está dividido en componentes 
celulares, humorales, y las moléculas del complemento (30). 
Es así que, una de las principales células efectoras del sistema inmune innato 
bovino es el neutrófilo que responden de modo inespecífico al reconocer  
determinados patrones moleculares relacionados a patógenos (PAMP) (31), la 
detección y reconocimiento  de estas moléculas  estimulan los receptores  de tipo 
Toll ( TLR) que están presentes en muchas células del sistema inmune y son 
potencializados por otro mediadores  en la superficie de las células inmunes como 
el clúster de  diferenciación proteica 14 (CD14) (6). Malinowski., (32) menciona 
que los mecanismos de defensa innato y adquirido son los más bajos desde la 
tercera semana de pre parto hasta la tercera semana de post parto y esta 
sensibilidad reducida incluye aspectos de la inmunidad sistémica y de la glándula 
mamaria, por ende el deterioro de la función innata e inmune es al menos 
parcialmente responsable de la prevalencia de la enfermedad durante el período 
pre parto. 
En una enfermedad como la mastitis, la inflamación daña el epitelio secretor 
mamario y las células fagocíticas liberan radicales citotóxicos, citocinas pro- 
inflamatorias, y otras moléculas como el óxido nítrico (NO).Los niveles altos de 
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cuales oxidan los ácidos grasos de cadena larga en las membranas celulares, 
provocando la per oxidación lipídica y la formación de radicales libres (33). 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) desempeñan un papel esencial en la 
destrucción de bacterias, pero su exceso puede dañar tanto los fagocitos como 
otras células, y los tejidos mamarios durante la mastitis. También pueden 
contribuir al edema de la ubre, la fiebre de la leche e influir negativamente en el 
rendimiento reproductivo de las vacas (34). Es así que las ROS suprimen  la 
síntesis de P4 a través de la inhibición de la P450scc citocromo, limitando el 
transporte intracelular de colesterol a las mitocondrias y los receptores de la 
hormona LH (35).  
Se considera que tanto la ROS como el óxido nítrico (NO), intervienen la 
señalización inter e intracelular, la generación de un exceso en ellos produce 
estrés oxidativo (36). Las concentraciones de ROS pueden desempeñar un papel 
clave tanto en la implantación como en la fertilización de ovocitos, también está 
involucrado en la etiología del desarrollo embrionario defectuoso y parece ser 
responsable de numerosos tipos de daño embrionario (37).  
 
2.4.  Efecto de la mastitis en la Reproducción 
Estudios recientes han demostrado que la mastitis afecta el proceso reproductivo 
en varios niveles, desde la alteración en la actividad ovárica posparto y la 
ovulación, así como alteraciones en los procesos de fertilización, implantación y 
mantenimiento de la gestación (38). Por ello Pinedo et al., (18) señalan que el 
tiempo hasta el primer servicio fue 21,8 días más en vacas con al menos un 
recuento de células somáticas altas (RCS) en comparación con los controles. Las 
vacas con al menos un RCS altas, antes del primer celo fértil generaron un 
incremento en el tiempo hasta la concepción de 48,7 días y requirieron en 
promedio 0,49 servicios más para concebir.  Al igual que Abbeloos., (10), 
menciona que, el RCS al ser igual o superior a 400.000 células en los 30 días 
posteriores a la inseminación existe una reducción del 20% de probabilidad de 
preñar una vaca, en animales con menores RCS por debajo de 200.000 cs/ml se 
halló menor impacto (27).  
En una enfermedad como la mastitis, la inflamación daña el epitelio secretor 
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inflamatorias (TNF-α, IL-1b, IL-6, IL-8), y otras moléculas entre ellas: especies 
reactivas de oxígeno (ROS) y el óxido nítrico (NO) (figura 1),  (33) así también 
se desencadena la producción de mediadores de la inflamación como las 
prostaciclinas, tromboxano A y prostaglandinas, incluyendo la PGF2α que será 
absorbida por aumento de la permeabilidad de los vasos sanguíneos hasta llegar 
a los ovarios, ejerciendo su efecto en los mismos (39).  
La fuente de ROS parece ser células inflamatorias, como macrófagos y 
neutrófilos, ya que están presentes en el ovario, en la ovulación y producen una 
cantidad enorme  de radicales libres (36), mientras que en la luteólisis las ROS 
se producen en las células esteroidogénicas y los fagocitos mononucleares en el 
cuerpo lúteo (33). 
Es así como las concentraciones de ROS pueden desempeñar un papel clave 
tanto en la implantación como en la fertilización de ovocitos y están involucrados 
en la etiología del desarrollo embrionario defectuoso y parecen ser responsable 
de numerosos tipos de daño embrionario (37). 
 
Figura 1. Liberación de Células fagocíticas, citotóxicos, citoquinas pro- 
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2.4.1.  Efecto de la mastitis en el eje Hipotálamo-hipófisis-ovario 
El hipotálamo se encuentra en la base del cerebro y las neuronas del área 
ventromedial y el área pre óptica del hipotálamo, secretan la hormona  liberadora 
de las gonadotropinas (GnRH), que llega al hipófisis mediante el sistema porta-
hipotálamo-hipofisario, y estimula la secreción de la hormona luteinizante (LH) y 
la folículo estimulante (FSH) (41). El papel de la FSH es promover el crecimiento 
folicular  y la producción de estrógenos por los ovarios, mientras que la LH causa 
la maduración del folículo, ovulación, estimula la formación del cuerpo lúteo y  la 
producción de progesterona (42). 
El hipotálamo y la hipófisis  son capaces de responder a un aumento sostenido 
de la secreción de estrógenos mediante el aumento pulsátil de la GnRH, el cual 
produce la ovulación del folículo, este mecanismo permite al folículo comunicar 
su estado de  madurez a través de la producción de estrógenos que a medida 
de su maduración aumenta, al contrario, la baja concentración provoca una retro 
inhibición o Feedback negativo (43). Por lo que una alteración en el eje 
hipotálamo-hipofisario-ovario-útero producirá señales hormonales anormales y 
esto provoca un retraso en la reanudación del ciclo ovárico después del parto 
(44).  
En su estudio Kumar et al., (45) menciona que la inhibición de la hormona 
luteinizante cerca del estro condujo a anovulación, retraso de la ovulación y 
formación de quistes en vaquillas, estudios indican que citosinas liberadas 
después de la exposición a endotoxina bloquearon la secreción pulsátil de LH o 
inhibición de liberación de gonadotropinas, la amplitud de pulso de hormona 
(GnRH). Por consiguiente, desarrollo folicular insuficiente y maduración de los 
ovocitos podría conducir a una producción de estrógeno insuficiente y, por lo 
tanto, a la falta de estro conductual, anovulación y fracaso de la concepción (38).  
Es así que la disminución del estradiol alrededor del momento de la ovulación  
disminuye, retrasa o anula el pico de LH y la ovulación, resultando en una 
disminución de la probabilidad de concepción del 15 - 20% (11). 
Las endotoxinas producidas por bacterias Gram positivas o negativas, provocan 
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(10). En consecuencia el cortisol, acorta la intensidad del pico de GnRH en el 
hipotálamo, lo que tiene un efecto inmediato en la intensidad del pico basal de 
LH de la glándula hipofisaria, inhibiendo el crecimiento del folículo y como conse-
cuencia menores concentraciones de estradiol pre ovulatorio (figura 2) (39).  
 
 
Figura 2 Alteración Eje Hipotálamo- hipófisis –ovarios  (39). 
 
La alteración de la función endocrina en las células de la granulosa del folículo 
se ve afectada por la activación de los mediadores de la inflamación debidos a la 
infección.  Estas células ejercen un papel crucial en el desarrollo folicular  
mediante la producción de hormonas esteroideas, particularmente el estradiol, el 
cual juega un papel clave en el desarrollo y maduración del ovocito (39). Dicha 
maduración nuclear y citoplasmática del ovocito es crucial para que la fertilización 
ocurra, es sabido que este proceso se ve alterado cuando los ovocitos se ven 
expuestos a mediadores de la inflamación como las prostaglandinas (6). 
Observaciones realizadas en estudios experimentales sugirieron que infusiones 
de endotoxinas de E. coli desencadenan una liberación prolongada de 
prostaglandina F2α, que lleva a la posterior estimulación de las contracciones del 
músculo liso del útero y efecto luteolítico, lo cual lleva a una disminución en las 
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2.5. Líquido folicular  
El ovocito en desarrollo está rodeado por el líquido folicular, que es un traslucido 
sérico, producido por las células de la teca y granulosa en el antro folicular, esto 
ocurre durante la fase de crecimiento de los folículos, aumentando la presión 
dentro del antro (47) y del mismo modo está formado por exudados de suero, ya 
que las capas celulares circundantes permiten la difusión libre de proteínas de 
hasta 500 kDa (48). El fluido folicular mantiene un ambiente adecuado para la 
maduración del ovocito, además de ser un traslucido sérico contiene sustancias 
producidas localmente que comparten la actividad metabólica de las células 
foliculares (49), también posee una serie de factores secretados, estudios 
reportados sugieren la presencia de factores de crecimiento como inhibina, 
activina, factor insulínico de crecimiento (IGF) (50). Es así que las 
concentraciones de algunos componentes del líquido folicular varían durante las 
diferentes etapas del ciclo reproductivo, las estaciones, la temperatura ambiental 
y el estado nutricional del animal (48).  Además se ha informado que el líquido 
folicular es rico en hormonas reproductivas esteroideas que incluyen 
testosterona, estradiol y progesterona (P4), por lo que su composición y cantidad 
pueden modificarse durante el desarrollo del folículo (47). 
Los estrógenos son hormonas esteroides producidas en el folículo ovárico y son 
los responsables de estimular la conducta sexual o de celo actuando sobre el 
sistema nervioso central del animal; también  tienen acción sobre otros órganos 
del aparato reproductivo como son las trompas de Falopio, el útero, la vagina y 
la vulva (51). Así el aumento de la producción de estradiol por los folículos 
preovulatorios depende  de la mayor capacidad de las células internas de la teca 
para producir androstendiona al igual que la  mayor capacidad de las células de 
la granulosa para convertir la androstendiona en estradiol (52).La concentración 
variable de esteroides en el líquido folicular está relacionada con el tamaño, el 
crecimiento del folículo, la etapa del ciclo del estro y el estado sano de los 
folículos ováricos (49). 
La acumulación de lipopolisacáridos (LPS) de bacterias gramnegativas en el 
líquido folicular de animales con procesos inflamatorios puede vincular la 
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sistema inmunológico, es así que los animales con mastitis tienen niveles de 
estradiol folicular inferiores y  una expresión genética de células de la granulosa 
alteradas, se cree  que las células de la granulosa bovinas expresan ARNm para 
el complejo receptor TLR4 desempeñando un papel activo en la protección  de 
ovocitos de mamífero contra PAMs (53). 
Las posibles diferencias en los efectos de las bacterias G + y G- y sus toxinas 
asociadas en las respuestas reproductivas se han expuesto en estudios como 
los de Furman et al., (54) donde el tratamiento con G - indujo una disminución 
inmediata en las concentraciones foliculares de estradiol y androstenediona, 7 h 
después de la administración de toxina, mientras que el tratamiento con G + 
indujo disminuciones tanto inmediatas como a largo plazo en los esteroides 
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 Equipo para OPU
 Cooler
 Tubos de colección








 PGF2α Dinoprost 25 mg (Lutalyse) 
 Benzoato de estradiol 2 mg (Grafoleón) 
 DIB  
 Yodo 
 Lidocaína 
 Xilacina 2%. 
 Electroquimioluminiscencia (EQL) 
3.2. Métodos: 
La investigación contempla tres ensayos, en los cuales se estableció el efecto 
de la mastitis subclínica sobre la fertilidad, característica de folículo preovulatorio 
y los niveles de estrógenos en sangre y líquido folicular. 
3.2.1. Área de estudio 
La presente investigación se llevó a cabo en los cantones de Cuenca, Girón, San 
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con una altitud que oscila entre 2.560 – 2.950 msnm. Poseen un clima templado 
debido a la altura y la presencia de la cordillera de los Andes, su Temperatura 
varía entre 10 - 20 ºC. 
 
Figura 3. División Político Administrativa del Ecuador, Señaladas las provincias 
de Azuay y Cañar (52). 
3.2.2. Unidades de estudio 
Esta investigación se desarrolló en vacas de raza Holstein sin registro, 
pertenecientes a 30 ganaderías que se encontraban monitoreadas 
mensualmente por el proyecto de “Sostenibilidad de los Sistemas de Producción 
Láctea” (SSPL). Los hatos seleccionados realizaban inseminación artificial y 
contaban con  registros productivos, reproductivos y sanitarios. 
3.2.2.1. Criterios de inclusión 
Las vacas valoradas en el presente estudio fueron exclusivamente de genotipo 
Holstein sin registro, multíparas (2-5 partos), condición corporal (C.C) entre 2,75 - 
3,5 en la escala de 1 a 5, que se encontraban dentro del primer tercio de 
lactancia, y no presentaban patologías adicionales. 
3.2.2.2. Criterios de exclusión 
Vacas que no respondieron al protocolo de sincronización o fueron descartados 
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3.2.3. Diseño experimental 
En la presente investigación se realizaron 3 ensayos por separado: 
3.2.4. Ensayo 1 
Este experimento fue descriptivo, longitudinal retrospectivo, en el cual se evaluó 
el efecto de la mastitis subclínica sobre el porcentaje de preñez resultado de la 
primera inseminación pos diagnóstico de la enfermedad.  
El ensayo contempló dos grupos: 
 T1:Vacas sanas: n=60 
 T2:Vacas con mastitis subclínicas: n=60 
 
Metodología 
Determinación de mastitis subclínica 
Toma de muestras de leche: 
 Se visitó las ganaderías en el ordeño de la mañana. 
 Se tomó una muestra de leche de cada vaca (50 ml), en un frasco estéril, 
luego se etiquetó correctamente y procedió a llenar la hoja de campo del 
Anexo 1. 
 Las muestras fueron transportadas en un cooler con gel refrigerante a (4°C) 
hacia el laboratorio de lactología de la Universidad de Cuenca para su 
análisis. 
Recuento de células somáticas (RCS): 
El RCS se realizó a través del equipo Ekomilk Biomatic Cells Analyzer Scan de 
forma individualizada, para lo cual se realizó: 
 Una vez en el laboratorio las muestras de leche fueron atemperadas en baño 
María a 25ºC al igual que el surfactante Ekoprim, hasta alcanzar dicha 
temperatura. 
 En el matraz de muestreo del Ekomilk se colocó 10 ml de leche más 5 ml de 
surfactante Ekoprim. 
 Y se esperó el resultado emitido por el equipo (cs/ml). 
Las vacas con más 200.000 cs/ml fueron consideradas dentro del T2 y aquellas 
con menos de 200.000 cs/ml en T1. En estos dos grupos, los animales que 
fueron inseminados dentro de los 30 días subsiguientes al muestreo se 
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Determinación de preñez: 
Luego de 60 días la determinación de preñez fue realizada por el técnico del 
proyecto y se transcribió la información en los registros reproductivos de cada 
uno de los animales en estudio con la finalidad de establecer si quedaron o no 
gestantes, fruto de la inseminación efectuada dentro de los 30 días pos 
diagnóstico de MSC. 
3.2.5. Ensayo 2 
Fue prospectivo descriptivo, buscó valorar el tamaño del folículo preovulatorio y 
el porcentaje de ovulación, luego de una sincronización pos diagnóstico de 
mastitis subclínica (MSC). (Anexo 4). Contó con dos tratamientos: 40 vacas 
sanas (T1) y 40 vacas con MSC (T2). 
Valoración de MSC 
Para la determinación de MSC se utilizó el mismo procedimiento detallado en el 
ensayo 1. Una vez organizadas las vacas en T1 y T2 se procedió a realizar un 
protocolo convencional de IATF, que se detalla a continuación: 
 Día 0: Implante DIB + Benzoato de estradiol (2 mg) 
 Día 7: Retiro del implante + PGF2α (25mg) 
 Día 8: Benzoato de estradiol (1 mg) 
 Día 10: 54 – 56 horas posretiro del implante se evaluó el tamaño del 
folículo preovulatorio  
 Día 12: valoración del porcentaje de ovulación  
Valoración del FPO: 
54 – 56 h posretiro del implante se realizó la evaluación del tamaño del FPO, con 
un ecógrafo Aloka ProSound 2, multifrecuencia, provisto de un transductor lineal 
7,5 MHz, usando la técnica de barrido en ubicación latero-medial, dorsoventral 
y cráneocaudal, en cada ovario. Una vez localizado el FPO se determinó el 
diámetro mediante el promedio de las medidas, longitudinal y una transversal 
del mismo. 
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La ovulación fue verificada 48 horas posteriores al día de la valoración del FPO 
(día 10). Para la evaluación se utilizó un ecógrafo Aloka ProSound 2, 
multifrecuencia, provisto de un transductor lineal 7,5 MHz y se llenó el Anexo 5. 
3.2.6. El ensayo 3 
Determinó la relación entre los niveles de estrógenos en sangre y en el líquido 
folicular, en vacas sanas (n=10) y con mastitis subclínica (n=10). (Anexo 6). El 
estudio tuvo una connotación descriptiva. 
Valoración de MSC: se aplicó la técnica utilizada y descrita en el ensayo. 
Valoración de estradiol sangre: 
 Se obtuvo una muestra de sangre mediante punción de la vena yugular (10 
ml), con tubos Vacutainer™ heparinizados y agujas 18-G específicas para 
estos tubos. 
 Inmediatamente la muestra fue centrifugada a 2.500 rpm, durante 15 
minutos. 
 El sobrenadante (2ml) fue colocado en un vial para su congelación hasta su 
análisis con quimioluminiscencia. 
Valoración de estradiol en líquido folicular 
Para obtener la muestra de líquido folicular se realizó la técnica de OPU,  por un 
único técnico debidamente capacitado 
 Se realizó asepsia y antisepsia del animal 
 Luego se procedió a realizar el vaciado de las heces del recto  
 La vaca fue bloqueada con 5 ml de Roxicaina más 0,04 ml 
Xilacina vía epidural 
 Se utilizó el equipo de aspiración ecoguiada con la finalidad de 
obtener liquido folicular 
 El líquido fue centrifugado a 2.500 rpm, durante 15 minutos, 
posteriormente se tomó el sobrenadante en un vial para su 
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3.3.  Análisis estadístico  
Los datos obtenidos de los tres ensayos fueron ingresados en el programa Excel, 
en donde fueron tabulados y posteriormente analizados en el programa SPSS 
versión® 25.  
Se determinó la normalidad de los datos con la prueba Kolmogorov-Smirnov. 
Las variables cuantitativas que mostraron normalidad en sus datos fueron 
valoradas con la prueba T de Student y las que no poseían normalidad con 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1. Resultados del objetivo 1 
4.1.1. Porcentaje de preñez 
Al determinar el porcentaje de preñez de los dos tratamientos en estudio (T1: 
vacas sanas y T2: vacas enfermas), se encontró diferencias significativas 
(P<0,05) con valores expresados de 68,3% y 48,3% respectivamente (figura 3). 
Porcentajes similares a los informados por Villa et al., (56) quienes 
establecieron que, el efecto de la mastitis subclínica en vacas Holstein y 
Normando en cualquier momento después del parto, presentaron porcentajes 
de concepción más bajo en comparación con las vacas no infectadas. Pinedo 
et al., (57) de igual forma concuerda con lo reportado al indicar que la mastitis 
subclínica, medida por un recuento de células somáticas lineales altas  ≥4,5 tuvo 
un impacto significativo en el rendimiento reproductivo en el ganado lechero 
chileno, manifestado por un aumento de días entre el parto-primer servicio, 
intervalo parto-concepción y número de servicios por concepción, esto es  
corroborado por  Pineda, (58) que en su estudio relaciona el RCS y la tasa de 
concepción, observando que el 47,42% de vacas con < 200.000 CS/ml gestaron 
en mayor proporción, mientras que los animales con hasta 400.000 cs/ml 
presentan un porcentaje de preñez más bajo (38,88%), las vacas que 
presentaron valores mayores a >400.00 CS/ml obtuvieron un 10,75% lo que 
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Figura 4. Porcentaje de vacas preñadas y vacías en los dos tratamientos 
(T1=vacas sanas; T2= vacas enfermas). Prueba de Chi Cuadrado (P<0,05). 
Fuente: autoras 
 4.2. Resultados del objetivo 2 
4.2.1 Actividad ovárica 
El estudio permitió determinar que los dos ovarios izquierdo y derecho tienen 
porcentajes similares de actividad (P>0,05) (figura 5). Autores como 
Karamishabankareh et al., (59) contrasta con estos resultados, ya que en su 
estudio realizado en vacas Holstein Friesian, determinan que el ovario derecho 
es activo en un 60,9% frente a 39,1%, del izquierdo, al igual que Loste., (60)  
indica en su estudio, que hubo más gestaciones en el cuerno derecho (53,98 %) 
que en el izquierdo (46,02 %), y al estudiar el sex ratio índico que en el cuerno 
derecho se gestaron más machos (58,26 %) y en el izquierdo más hembras 
(54,09 %) esto en vacas de raza Holstein, por su parte Tous et al., (61) 
mencionan que la frecuencia de gestación en el cuerno derecho fue de (63,6%) 
mayor que el izquierdo (34,4%) en el ganado cebú cruzado (Bos indicus x Bos 
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Figura 5. Relación de actividad de ovario derecho e izquierdo en cada uno de 
los tratamientos.  Prueba de Chi cuadrado (P>0,05).  
Fuente: autoras 
 
4.2.2. Valoración el tamaño del folículo preovulatorio 
El tamaño del folículo preovulatorio de los dos tratamientos en estudio (T1 y T2) 
demostraron valores (P>0,05) similares (11,9 y 13,6 mm respectivamente) entre 
ellos; Sin embargo, es importante resaltar que se muestra una tendencia de 
P=0,07, entre los dos tratamientos, (figura 6). Estos diámetros son menores a los 
obtenidos por Colazo et al., ( (62) donde el tamaño del folículo preovulatorio en 
vacas Holstein sometidas a protocolos de IATF, tuvieron una media de 16,4 ± 
0,1 mm, con un rango de 11–25 mm, resultados semejantes obtuvo Monroy., 
(63) al describir que en vacas Holstein el promedio de diámetro del folículo 
preovulatorio es de 17,85 ± 2,39 mm las mismas que  poseían mayor 
probabilidad de gestación. La no existencia de diferencia entre los tamaños de 
los FPO del  T1 y T2 de la presente investigación concuerdan con los obtenidos 
por Lavon et al., (7) quienes establecieron que, el diámetro de los folículos 
preovulatorios en vacas que experimentan mastitis subclínica o un evento de 
mastitis clínica aguda, fueron similares entre los grupos en estudio. También 
valores similares fueron determinados por Hockett et al., (64) en vacas con 
mastitis inducida por Streptococcus uberis y su grupo control. Además, Furman 
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folículos preovulatorios en los días 2, 4 y 6 del ciclo estral, de los animales que 
fueron inducidos a presentar mastitis subclínicas antes, al final y 16 días después 
de la ovulación, no difirieron entre los ciclos o los grupos experimentales. Del 
mismo modo Santos et al., (65) rechazó parcialmente que la mastitis subclínica 
en vacas mestizas (Bos taurus - Holstein x Bos indicus - Gir) pudiese 
comprometer el crecimiento folicular, ya que no se detectaron diferencias entre 
los tratamientos; tanto en el folículo dominante  como en la tasa de crecimiento 

























Figura 6. Media del Tamaño de folículo preovulatorio en cada tratamiento. 
Prueba de Mann-Whitney  (P >0,05) con valor de tendencia (P=0,07). 
Fuente: autoras 
 
4.2.3. Porcentaje de ovulación  
Se estableció que el porcentaje de ovulación de los dos tratamientos en estudio 
(T1 y T2) mostraron valores similares 93.5 y 85.2% (P>0,05) (figura 7). En este 
contexto, Lavon et al., (19) coinciden con estos porcentajes, al sugerir que los 
efectos perturbadores de la mastitis clínica o subclínica en el intervalo estro-
ovulación, no fueron alterados en el 70% de las vacas mastiticas en estudio. Sin 
embargo, hay autores como Kumar et al., (66) quienes describieron que la 
reducción en la liberación pulsátil de la LH influye en la interrupción del soporte 
de gonadotropina para la función folicular; Secreción preovulatoria de estradiol, 
que posteriormente reduce la expresión del estro; secreción de LH; oleada de 
LH preovulatoria; y la ovulación. Por su parte Lavon et al., (67) informaron que 
la oleada de LH se retrasó en las vacas expuestas al lipopolisacárido (LPS) 
durante el estro, lo que dio lugar a una ovulación retrasada (intervalo de 
T1 (vacas sanas)  
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ovulación entre el estro retrasado de 30 a 75 h), lo que finalmente redujo las 
posibilidades de una fertilización exitosa. 





























Figura 7. Porcentaje de ovulación en cada tratamiento. Prueba Chi Cuadrado 
(P>0,05) 
Fuente: autoras 
4.3 Resultados del objetivo 3 
4.3.1. Valores de estrógeno (E 2) en suero sanguíneo 
Se determinó que el valor de Estrógenos presentes en suero sanguíneo de los 
tratamientos T1 y T2 presentan  diferencia estadística (P <0,05) (figura 8), con 
valores de 37,4 y 73,9 pg/ml respectivamente,  esta diferencia concuerda con la 
obtenida por Musal et al., (68)  en donde señala que las concentraciones séricas 
de estradiol (pg/mL) en vacas con infección subclínica fueron más altas que el 
grupo de control en 24h (63.85 ± 7.65 y 44.2 ± 1.94); 36h (60.95 ± 7.1 y 45.89 ± 
3.59) y 48h (59.94 ± 8.19 y 41.4 ± 2.39, respectivamente), sin embargo estos 
valores se encuentran en un rango referencial reportado por Moyano et al., (69) 
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Figura 8. Valores de estrógenos presentes en suero sanguíneo. Prueba T de 
Student (P<0,05) 
Fuente: autoras 
4.3.2. Valores de estrógeno (E 2) en líquido folicular 
Se evidenció que el valor de estrógenos presentes en líquido folicular de los dos 
tratamientos en estudio (T1 y T2) si bien no presentó diferencia estadística (P> 
0,05) describe una tendencia (P=0,07), con valores de 4.086,6 y 5.140,1pg/ml 
respectivamente (figura 9).Al igual que Opara et al., (70) quienes obtuvieron 
concentraciones de 2558.8 ± 8.9 pg / mL para el estrógeno en líquido folicular 
de vacas cíclicas, estos valores obtenidos difieren a los que Lavon, (7), señala 
en su estudio, en donde  un tercio de  las vacas con MSC  poseen valores de 
400.000 pg/ml y los dos tercios restantes exhibieron niveles normales de 
estradiol (˃400.000 pg/ml). Furman et al., (54) también coinciden que la 
infección intramamaria subclínica inducida por toxinas Gram + y Gram - causó 
una disminución prolongada y marcada en el estradiol folicular, incluso días 
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5. CONCLUSIONES 
A partir de los resultados obtenidos, bajo las condiciones del presente estudio 
podemos concluir que: 
 Las vacas que adquieren mastitis subclínica ven afectada su porcentaje de 
preñez, posterior al proceso patológico. 
 La mastitis subclínica se correlaciona negativamente con el diámetro de 
folículo preovulatorio, más no así en su actividad ovárica. 
 Las concentraciones de estrógenos en vacas diagnosticadas con mastitis 
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6. RECOMENDACIONES 
 
 Debido al impacto negativo que tiene la mastitis en la producción y sobre todo 
en la reproducción se recomienda realizar periódicamente análisis para el 
diagnóstico de la misma y definir el tipo de agente etiológico.  
  Se sugiere incluir mayor cantidad de animales a estas investigaciones para 
evitar tendencias y verificar si hay o no significancia estadística en los 
resultados. Se exhorta a realizar más investigaciones de tipo experimental, 
evaluando  el desarrollo y calidad del ovocito fecundado de vacas mastiticas 
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8. ANEXOS 
Anexo 1. Hoja de campo 1 
“Efecto de la mastitis subclínica sobre la fertilidad en vacas de leche en 
los cantones: Cuenca, Girón, San Fernando de la provincia del Azuay y 
Déleg de la provincia del Cañar” 
 
PROPIETARIO:      Ha:    
SECTOR:         
FECHA:       
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Anexo 3. Hoja de campo 2  
Efecto de la mastitis subclínica sobre el porcentaje de preñez resultado de 
la primera inseminación pos diagnóstico de la enfermedad. 
       
PROPIETARIO:     Ha:    
SECTOR:         
FECHA:       
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Anexo 4. Flujo grama de la metodología del ensayo 2 
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Anexo 5.  Hoja de campo 3 
Tamaño del folículo preovulatorio y el porcentaje de ovulación, luego de 
una sincronización pos diagnóstico de mastitis subclínica (MSC). 
 
PROPIETARIO:     Ha:    
SECTOR:         
FECHA:       
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Anexo 7. Fotografías de las actividades de campo 
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Anexo 9. Análisis de leche en el laboratorio. 
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Fotografías (12-14). Ecografía para medición de Folículo Preovulatorio. 
Fuente: autoras 
 
 
